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(57) Lipopeptides comprenant au moins un epitope T auxi- 
liaire, au moins un epitope CTL et au moins un resitiu lipidi- 
que, caracterises en ce que les epitopes et la partie lipiciique 
d'une part, et les epitopes d'autre part, sont separes inde- 
pendamment par des sequences d'acides amines, appe- 
lees espaceurs, comprenant des enchainements d'acides 
amines globalement charges en milieu neutre, assurant 
I'hydrophilie de ces lipopeptides. 

Utilisation de ces lipopeptides pour ('induction d'une re- 
ponse immunitaire a rencontre du VIH, du VHB, du papillo- 
mavirus, de la p-53 du melanome ou de la malaria 
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La presente invention concerne des lipopeptides inducteurs de 
cytotoxicite T lymphocytaire et comprenant au moins un epitope T 
auxiliaire. Elle est en outre relative a I'utilisation de ces lipopeptides comme 
vaccin. 

II existe deux types de reponses immunitaires: la reponse humorale 
due aux anticorps, et la reponse cytotoxique due aux lymphocytes T CD8*. 

Une reponse cytotoxique efficace requiert la presentation des 
antigenes aux lymphocytes T cytotoxiques CD8* (CTL), en association 
avec les molecules de classe I du Complexe Majeur d'Histocompatibilite 
(MHC), mais aussi aux lymphocytes T auxiliaires CD4* (HTL) en 
association avec les molecules de classe II du MHC. 

L'utilisation de lipopeptides pour induction d'une reponse 
cytotoxique, c'est-a-dire la generation in vivo de lymphocytes T 
cytotoxiques a deja ete decrite. En particulier, la demande FR-90 15 870 
(publication 2.670 787.) (Institut Pasteur de Lille, Institut Pasteur, INSERM) 
decrit des lipopeptides constitues d'une partie peptidique comprenant de 
10 a 40 acides amines et d'une partie lipidique qui peut etre derivee 
d'acides gras ou de groupements steroldes. 

Ces lipopeptides montrent une bonne aptitude a induire une reponse 
cytotoxique. II convenait cependant de les rendre capables d'induire 
egalement une reponse T auxiliaire, dont on sait I'importance pour 
I'induction et le maintien de la reponse cytotoxique. 

A la connaissance des demandeurs, seul un article au nom de 
VITIELLO et al. (1995, J. Clin. Invest.,95, 341-349) a evoque la possibilite 
de combiner sur une meme molecule lipopeptidique un epitope CTL et un 
epitope induisant une reponse auxiliaire (epitope T-HELPER ou HTL). 

La synthese de deux lipopeptides est decrite dans cet article. Le 
premier est constitue de la partie 18-27 du core du virus de I'hepatite B, en 
tant qu'epitope CTL, de la partie 830-843 de la toxine tetanique, comme 
epitope T auxiliaire, et de deux chatnes palmitoyles. Les auteurs observent 
I'induction d'une cytotoxicite T-lymphocytaire. 

Le second lipopeptide est constitue de I'epitope NP 147-155 du virus 
influenza murin, d'un epitope T auxiliaire et de chaines lipidiques. 

Neanmoins, les lipopeptides decrits dans cet article presentent une 
faible solubilite, due a la presence d'une part de la partie lipidique, et 
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d'autre part de motifs peptidiques hydrophobes. On notera a ce sujet que 
les produits decrits par ces auteurs sont stockes en solutions meres dans 
du DMSO concentre, et dilues extemporanement pour I'injection dans une 
solution aqueuse tamponnee. 

5 Cette forte hydrophobic^ rend difficile la fabrication de solutions de 

ces lipopeptides, et de ce fait limite considerablement les possibilites de 
sterilisation par filtration, qui est la methode generalement utilisee en raison 
de sa facilite de mise en ceuvre. Elle limite en outre fortement toute 
possibility de caracterisation. 

10 Le probleme a resoudre consistait done a reduire I'hydrophobicite 

des lipopeptides multi-epitopes tout en maintenant I'accessibilite a 
I'appretement necessaire a I'acheminement du motif epitope CTL vers le 
CMH de classe I. 

La presente invention a pour objet de resoudre ce probleme. 

15 Les inventeurs ont maintenant trouve qu'il etait possible non 

seulement d'augmenter I'hydrophilie des molecules lipopeptidiques, mais 
aussi de limiter des interactions entre les differents epitopes, en 
introduisant des sequences hydrophiles d'acides amines, appelees 
espaceurs, au sein de ces molecules. 

20 La presente invention a done pour objet des lipopeptides 

comprenant au moins un epitope T auxiliaire, au moins un epitope CTL et 
au moins un residu lipidique caracterises en ce que les epitopes et la partie 
lipidique d'une part, et les epitopes d'autre part, sont separes 
independamment par des sequences d'acides amines, appelees 

25 espaceurs, comprenant des enchainements d'acides amines globalement 
charges en milieu neutre, assurant I'hydrophilie du lipopeptide. 

De maniere preferentielle, les espaceurs sont accessibles a un 
appretement proteolytique par le proteasome, prealable a la liberation du 
motif epitope CTL. Cette accessibility peut etre mise en evidence comme 

30 decrit par OSSENDORPetal. (1996, Immunity, 5, 115-124). 

De maniere preferentielle les espaceurs comprennent entre 1 et 10, 
preferentiellement entre 2 et 4 acides amines, le nombre d'acides amines 
etant suffisant pour obtenir des espaceurs globalement charges en milieu 
neutre. Preferentiellement, au moins un des espaceurs comprend des 

35 arginines et/ou des glycines. Les arginines presentent I'avantage d'etre 
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chargees aux pH physiologiques, et de creer des sites de sensibilite 
particuliere au clivage proteolytique lors de I'appretement des epitopes. 

Les glycines presentent I'avantage de permettre Introduction, au 
sein de la partie peptidique du lipopeptide, d'un site eventuel pour une 
5 synthese convergente par couplage de fragment. 

Selon un mode de mise en ceuvre particulierement avantageux de 
I'invention, au moins un des espaceurs presente I'une des sequences 
suivantes: 

10 GLY ARG ou ARG GLY ARG. 

L'acide glutamique et/ou i'acide aspartique presentent egalement 
d'interessantes proprietes applicables a la realisation d'espaceurs selon la 
presente invention (acces a la degradation proteolytique naturelle, et 
15 introduction de fonctions carboxylates ionisees en milieu physiologique a 
pH neutre). 

Ces acides amines, rentrant dans la sequence des espaceurs, 
peuvent avantageusement etre remplaces par leurs derives, ou par 
d'autres acides amines fonctionnellement equivalents. 
20 Ces acides amines peuvent, au sein des espaceurs, etre separes 

par des acides amines peu encombres d'un point de vue chimique, c'est-a- 
dire presentant des chaines laterales courtes, qui peuvent etre, outre la 
glycine, I'alanine. La presence de ces acides amines a chaine courte 
facilite la proteolyse. 

25 Une cysteine, ou une chame alkyle fonctionnalisee par un groupe 

thiol, capable de menager un site possible de ligation chimique simple 
entre deux fragments peptidiques grace a la formation de liaisons 
covalentes non peptidiques peut aussi etre introduite dans I'espaceur. II est 
ainsi possible de realiser une liaison disulfure entre deux peptides 

30 differents, comportant chacun une fonction thiol, ou une liaison thioether, 
auquel cas I'un des deux peptides doit etre fonctionnalise par un 
halogenure d'alkyle. 
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Les deux peptides peuvent aussi etre lies par formation d'un 
heterocycle thiazolidine I'un des peptides amenant une fonction aldehyde. 
Cette fonction aldehyde peut etre facilement et selectivement generee 
sous forme d'un groupement alpha-oxo acyle, obtenu par oxydation 

5 periodique d'une serine, d'une threonine, ou d'une cysteine introduite en 
position N-terminale d'un fragment peptidique 

II est aussi possible d'associer les deux peptides en utilisant la 
reactivite des aldehydes avec des bases faibles, ou des methodes de 
ligation via la formation d'une oxime (par reaction entre une fonction 

10 aldehyde et une fonction amino-oxyacetyle), d'une hydrazone (par reaction 
entre une fonction aldehyde et une hydrazide ou une aryl-hydrazine). Ces 
reactions de base sont rappelees dans la revue de James Tarn et Jane 
Spetzler.(Biomed. Pep., Prot. and Nucleic Acids (1995), 1, 123-132). 

Une methode de ligation consistant a generer une liaison hydrazone 

15 a partir d'une alkyl-hydrazine (generee par N-amination d'un precurseur 
amine) et d'un partenaire fonctionnalise par un groupement alpha-oxo 
acyle a ete recemment developpee. 

Les hydrazinopeptides sont synthetises par N-amination selon 
Klinguer et al. (Tet. Lett. (1996), 37, 7259-7262). Cette methodologie 

20 permet de transformer n'importe quelle fonction amine du peptide en 
fonction hydrazine. La fonction hydrazine peut ainsi etre situee en position 
N-terminale, ou sur la chaTne laterale d'un acide amine situe a n'importe 
quel endroit de la sequence. La fonction amine transformee peut etre une 
fonction amine alpha, epsilon d'une lysine ou de I'acide aminocaproTque. 

25 une fonction delta amino d'une ornithine, ou toute autre fonction amine 
primaire ou secondaire. 

Les peptides aldehydes sont generes comme decrits par Tarn et 
Spetzler ( Biomed. Pep., Prot. and Nucleic Acids (1995), 1, 123-132). Les 
residus serine, threonine ou cysteine precurseurs du groupement alpha- 
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oxo acyle peuvent etre situes en position N-terminale, ou sur toute fonction 
amine d'une chame laterale a partir du moment ou ces residus ne sont pas 
presents en position N-terminale dans les epitopes consideres. 

Le groupement lipidique peut etre porte indifferemment par 
5 I'hydrazinopeptide ou le peptide aldehyde. 

On entend, pour la comprehension de la presente invention, par 
epitope T auxiliaire, une sequence d'acides amines capable de s'associer a 
au moins un recepteur HLA de classe II. 

On entend par epitope CTL une sequence d'acides amines capable 
io de s'associer a au moins un recepteur HLA de classe I. 

Les epitopes T auxiliaires capables de s'associer a plusieurs 
receptees HLA de classe II differents sont appeles epitopes auxiliaires 
multivalents (HTL multivalents). 

Les lipopeptides selon la presente invention comprennent 
is preferentiellement I'enchainement de: 

- une partie lipidique; 
un premier espaceur; 

- un epitope T auxiliaire; 
20 - un second espaceur; et 

- un epitope CTL. 

lis peuvent aussi comprendre : 

25 - une partie lipidique; 

un premier espaceur; 

- un epitope T auxiliaire; 

- un second espaceur; 

- un epitope CTL; 

30 - un troisieme espaceur; et 

- un second epitope CTL. 

Les divers epitopes auxiliaires et CTL peuvent etre presents dans 
des ordres differents dans I'enchainement d'acides amines. Ainsi, un 
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epitope auxiliaire peut etre compris entre deux epitopes CTL, desquels il 
sera separe par deux espaceurs. 

La partie lipidique du lipopeptide est avantageusement obtenue par 
addition d'un motif lipidique sur une fonction alpha aminee d'un peptide ou 
sur une fonction reactive de la chatne laterale d'un acide amine de la partie 
peptidique , telle qu'une fonction epsilon amine ou thiol. Elle peut 
comprendre une ou plusieurs chatnes derivees d'acides gras en C 10 a C 20 , 
eventuellement ramifiees ou insaturees ou un derive d'un steroTde. 

De maniere avantageuse, la partie lipidique comprend au moins 
deux chaTnes derivees d'acides gras ou d'alcools gras en C ip & C 20 liees 
aussi entre elles par I'intermediaire d'un ou plusieurs acides amines. La 
partie lipidique peut ainsi etre constitute de deux chaines d'acide 
palmitique liees aux groupements NH 2 , alpha et epsilon, d'une lysine. 

La partie lipidique peut aussi etre constitute de, ou comprendre, un 
residu d'acide palmitique, d'acide oleique, d'acide linoleique, d'acide 
linolenique, d'acide 2-amino hexadecanoique, de pimelautide ou de 
trimexautide. 

La partie non lipidique comprend quant a elle entre 15 et 100, et 
preferentiellement entre 15 et 50 acides amines. Le nombre d'acides 
amines depend du nombre d'epitopes constituant la partie non lipidique du 
lipopeptide, et de leurs tailles. 

De maniere avantageuse, I'epitope T auxiliaire est un epitope 
capable de s'associer a plusieurs recepteurs HLA de classe II differents, 
c'est-a-dire un epitope multivalent. II est preferentiellement I'epitope 
auxiliaire constitue par le peptide 830-843 de la toxine tetanique presentant 
la sequence suivante: 

QYIKANSKFIGITE 

La glutamine (Q) de cette sequence peut eventuellement etre 
acetylee. 

D'autres epitopes HTL multivalents peuvent etre I'epitope multivalent 
de I'hemagglutinine (PREVOST-BLONDEL et al. 1995, J. Virol., vol.62, 
n°12, pages 8046-8055) ou encore I'epitope PADRE (ALEXANDER et al., 
1994, Immunity, 1, 751). 
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L'epitope CTL peut quant a lui etre tout epitope capable d'activer 
des lymphocytes T cytotoxiques CD8*. 

II est preferentiellement un epitope CTL d'une proteine presentee 
par une cellule tumorale et en particulier par un melanome. d'une prote.ne 
du VIH, du virus de I'hepatite B (VHB) ou du papillomavirus, ou encore de 
la proteine p53. 

II peut etre en particulier I'un des epitopes suivants: 

- epitopes de la proteine BCR-ABL. resultant de la translocation 
BCR- Abelson (leucemie myeloide chronique) tels que mentionnes dans le 
tableau! 

- epitopes de la proteine p53. tels que ceux mentionnes dans le 
tableau 2. 

Les epitopes de la proteine P 53 peuvent en outre etre pns dans les 
sequences 25-35, 63-73,129-156, 149-156. 187-205, 187-234, 226-264. ou 
249-264 de cette proteine. 

- epitopes des proteines E 6 ou E 7 du papillomavirus humam (VPH), 
tels que ceux mentionnes dans le tableau 3. 

- epitopes de proteines du virus VIH-1 tels que ceux mentionnes 
dans le tableau 4, 

- epitopes du melanome ou d'autres tumeurs, tels que ceux 
mentionnes dans les tableaux 5, 6 et 7 et en particulier epitopes de 
I'antigene melan-A/mart-1 du melanome. 

D'autres epitopes CTL plurivalents presentant une capac.te 
dissociation avec des HLA de classe I peuvent etre ceux compris dans le 
peptide 43-57 de HPV (GQAEPDRAHN I VTF) qui contient des epitopes 
HLAA2, A24, B7etB18. 

Les epitopes CTL peuvent encore etre ceux d'antigenes 
parasitaires, et en particulier ceux d'une proteine du stade intra- 
hepatocytaire de Plasmodium falciparum. 

La liaison entre la partie lipidique et la partie non lipidique est 
preferentiellement effectuee par I'intermediaire du groupement e-NH 2 du 
premier acide amine de la partie non lipidique. Elle peut neanmoins etre 
effectuSe par tout autre moyen . et en particulier par le groupement a-NH 2 
d'une lysine. 
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Les lipopeptides selon la presente invention peuvent etre 
administres aux patients a traiter, en particulier aux personnes a vacciner, 
dilues dans un solvant adequat, tel que par exempte un tampon 
physiologiquement acceptable, lis peuvent neanmoins etre mis sous une 
5 forme galenique compatible avec une administration par voie parenterale, 
sublinguale, intrapulmonaire ou transdermique. 

lis peuvent etre administres par tout mode d'administration 
permettant une action efficace. Ce mode sera choisi en fonction de la 
maladie a traiter. A titre non limitatif, les lipopeptides peuvent en particulier 
10 etre administres par injection ou par voie sublinguale. 

Un autre objet de la presente invention est done I'utilisation de ces 
lipopeptides pour la fabrication d'un medicament ou d'un vaccin, preventif 
ou curatif, pour I'induction d'une reponse immunitaire specifique, et en 
particulier, pour I'induction d'une reponse immunitaire a I'encontre de 
15 cancers tels que le melanome. des virus VIH et VHB, des papillomavirus, 
de la p53 ou de la malaria. 

La presente invention a encore pour objet une composition 
pharmaceutique caracterisee en ce qu'elle contient une quantite 
pharmacologiquement active d'un ou plusieurs des lipopeptides decrits ci- 
20 dessus, ainsi que des excipients pharmaceutiquement compatibles. 

On notera enfin que les epitopes CTL decrits dans la presente 
demande constituent en eux-memes des objets de la presente invention. 

La presente invention est illustree sans pour autant etre limitee par 
les exemples qui suivent. 
25 La figure 1 illustre la reconnaissance des lipopeptides 

monopalmitoyle et dipalmitoyle selon I'invention, comprenant I'epitope Mart 
27-35, par une lignee de lymphocytes T cytotoxiques specifiques dudit 
epitope dans un test Elispot-interferon gamma (IFN-y). 

Les figures 2A et 2B illustrent la reconnaissance des lipopeptides 
30 mentionnes pour la figure 1, par deux clones de lymphocytes infiltrants de 
melanomes, respectivement LT8 et LT12, specifiques de I'epitope Mart 27- 
35. 

La figure 3 represente la formule d'un lipopeptide comprenant une 
liaison hydrazone. 
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Exemple 1 Svnthese de lioooeptides dipalmltov les avec et sans 
esoaceur. et proprietes phvsico-chimiques 
1. Syntheses des lipopeptides 

La serie des trois lipopeptides suivants a ete synthetisee. 
Lipopeptide N° 1 

Pam-K(Pam)-SS-QYIKANSKFlGITE-AAA-AAGIGILTV 
Lipopeptide n"2 

Pam-K(Pam)-SS-QYIKANSKFIGITE-RGR-AAGIGILTV 
Lipopeptide n°3 

Pam-K(Pam)-GR-QYIKANSKFIGITE-RGR-AAGIGILTV 

Ces lipopeptides comprennent une extremite lipidique constitute de 
deux residus palmitoyl (Pam) lies au groupement NH 2 d'une lysine. 
I'epitope auxiliaire de la toxine tetanique (peptide 830-843) et un epitope 
CTL reconnu dans mart-1 par le recepteur HLA A2.1. L'epitope Hbc 18-27 
decrit par VITIELLO et al. (cite supra) est aussi reconnu par HLA A2.1, et 
presente une hydrophobic^ similaire au motif choisi dans la serie de 
lipopeptides precitee. 

La difference reside dans les sequences d'acides amines comprises 
d'une part entre la partie lipidique et l'epitope auxiliaire et d'autre part, entre 
l'epitope auxiliaire et I'epitope CTL. Cette serie a ete realisee pour evaluer 
la possibilite d'obtenir sous forme purifiee et caracterisable des produits 
definis par reference au produit selon VITIELLO et comportant comme 
celui-ci deux chames palmitoyles: les deux espaceurs de VITIELLO sont 
reproduits ou modifies pour I'un ou les deux espaceurs selon la presente 
invention. 

Dans le lipopeptide n° 1, ces sequences sont identiques a celles du 
lipopeptide decrit par VITIELLO et al.. Deux serines sont inserees entre la 
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partie lipidique et I'epitope auxiliaire. Trois alanines sont quant a elles 
placees entre I'epitope auxiliaire et I'epitope CTL. 

Le lipopeptide n°2 comprend les sequences SS ( seryl-seryl) et ARG 
- GLY - ARG. 

5 

Le lipopeptide n° 3 est construit selon la presente invention, et 
comprend des espaceurs hydrophiles presentant respectivement les 
sequences GLY-ARG et ARG-GLY-ARG. 

10 La synthese a ete realisee selon des procedures « standards » 

utilisees en phase solide selon la strategie Boc-benzyle decrite par 
Merrifield ( 1963 J. Am Chem. Soc. 85, 2149-2154; 1986 Science 232, 
341-347). L' introduction en position N-terminale d'une di-Boc Lysine 
permet, apres deprotection de la peptidyl resine, I'introduction simultanee 

is des deux chaines palmitoyle, pour obtenir le derive attendu. 

2. Purification et proprietes phvsico-chimiaues des 
lipopeptides. 

20 Le lipopeptide n° 1 est pratiquement insoluble dans I'eau, ou dans 

un melange DMSO/eau 10% V7V. II s'avere non purifiable, non 
caracterisable par HPLC selon des methodes resolutives, en raison de la 
formation d'agregats. L'identite de ce lipopeptide a pu etre confirmee par 
mesure de la masse par spectrometrie PDMS-TOF, realisee sur le produit 

25 brut, immediatement apres le clivage terminal par I'acide fluorhydrique et 
avant lyophilisation. Le produit devient totalement insoluble dans I'eau 
apres lyophilisation. 

La mesure de la masse par spectrometrie PDMS-TOF du lipopeptide 
n°2 est possible, et confirme que le produit attendu a bien ete obtenu. 

30 Cependant, ce produit adopte dans I'eau un comportement voisin du 
lipopeptide n°1, et ne peut done etre correctement analyse. 

Le lipopeptide n° 3 est soluble dans I'acide acetique a 80%. II peut 
etre sterilisable par filtration sur un microfiltre de 0,22 urn. II peut etre en 
outre dissous dans une solution DMSO/eau 10% V/V. La mesure de la 

35 masse par spectrometrie PDMS-TOF confirme la presence du produit 
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attendu. Le produit s'avere purifiable apres injection d'une solution 
concentree dans le DMSO, sur colonne Vydac C4, a 60°C, en utilisant un 
gradient d'acetonitrile, en presence du contre-ion TFA. Le produit est 
caracterisable par HPLC selon plusieurs methodes resolutives 
conventionnelles, sur colonnes Vydac C4, Zorbax C3, Zorbax CN, Zorbax 
C1, a 60°C, a I'aide de gradients d'acetonitrile en presence d'un contre-ion 
TFA, ou en utilisant un modificateur organique, tel que I'isopropanol ou le 
butanol en isocratique. 

Le trifluoroacetate du lipopeptide n°3 est soluble dans le DMSO (20- 
25 mg/mL), et reste soluble apres dilution par de I'eau (DMSO 10%). 
L'echange du contre-ion trifluoroacetate pour un contre-ion acetate peut 
etre realise par RP-HPLC sur une colonne C4: le produit dissous dans le 
DMSO a 80% est injecte sur la colonne equilibree par le solvant A (acide 
acetique a 5% dans I'eau). Apres elimination des produits non retenus 
(contre-ions TFA, sels), le produit est elue par I'aide d'un gradient du 
solvant A vers le solvant B (acetonitrile 80% - acide acetique a 5% - eau 
15%). 

L'acetate presente une solubilite comparable a celle du 
trifluoroacetate. II a ete utilise pour immuniser des souris transgeniques 
exprimant HLA-A2, et s'est avere capable d'induire une reponse CTL 
satisfaisante en I'absence d'adjuvant d'immunisation. 

Ces resultats montrent done que I'insertion d'espaceur hydrophile 
entre la partie lipidique et I'epitope auxiliaire d'une part, et d'autre part entre 
I'epitope auxiliaire et I'epitope CTL permet de solubiliser le lipopeptide, ce 
qui n'est pas le cas quand les sequences d'acides amines sont differentes. 

EXEMPLE 2: Svnthesede lipopeptides mo nopalmitovles selon 
I'invention. et propriete s phvsico-chimiques: 

Une deuxieme serie de lipopeptides a ete realisee pour evaluer la 
possibilite d'obtenir sous forme purifiee et caracterisable des produits 
comportant cette fois-ci une seule chaine palmitoyle; I'espaceur central 
employe est introduit selon la presente invention (-RGR- pour arginyl- 
glycyl-arginyl-), tandis que I'espaceur -SS-(seryl-seryl-) de VITIELLO est 
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maintenu ou remplace pour I'un ou les deux espaceurs selon la presente 
invention. 

(.'introduction en position N-termina!e d'une alpha-Fmoc, epsilon 
Boc Lysine permet, apres deprotection selective du groupe Boc. 
5 I'introduction d'une seule chaine palmitoyle, pour obtenir le produit suivant: 

Lipooeptide n°4 : 

H-K(Pam)-SS-QYIKANSKFIGITE-RGR-AAGIGILTV 

10 

Ce produit s'avere difficilement purifiable. II n'est soluble en milieu 
aqueux qu!en presence de DMSO. Un profll chromatographique peut Stre 
obtenu par RP-HPLC uniquement sur une colonne de type C1 en utilisant 
un systeme solvant « standard » (acetonitrile/eau/acide trifluoroacetique), 
is selon une methode peu resolutive, qui ne permet pas de garantir la reelle 
purete du produit. 

Le lipopeptide n°5 suivant, a ete synthetise. 

Lipopeptide n°5: 

20 

H-K(Pam)-GR-QYIKANSKFIGITE-RGR- AAGIGILTV 

Ce produit a ete obtenu comme le lipopeptide n°4 par acylation 
selective de la fonction epsilon NH 2 de la lysine N-terminale. 
25 Ce lipopeptide n°5 satisfait au critere de purification et de 

caracterisation classiques. 

Cette comparaison entre les lipopeptides n°4 et n°5, qui sont des 
lipopeptides monopalmitoyles, confirme les resultats obtenus sur les 
lipopeptides dipalmitoyles. 
30 Les lipopeptides 3 et 5 ont ete les seuls a repondre aux criteres 

definis (acces a une methode de purification et a des criteres analytiques 
resolutifs). Leur etude a ete poursuivie par l etude de leur reconnaissance 
par divers types cellulaires. Les resultats de cette etude figurent dans 
I'exemple 3. 



35 
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Exemple 3. Activite biolo gioue de liponeptides dipalmitoyle et 
monooalmitovle seion I'invent ion contenant un epitope, 
CTL melanome 

Le lipopeptide dipalmitoyle n°3 et le lipopeptide monopalmitoyle n°5 
synthetises comme indique respectivement dans les exemples 1 et 2 ont 
ete testes. 

1°) Etude de la reconnaissance des lipope ptides mono- et 
dinalm-Mart 27-35 oar u n « lianee de lymphocytes T cytotoxiques 
humains specifies de MART 27-35 dans un test Elispot Interferon-? 
fIFN-v). 

a ) Muriels et methodes: 

La lignee L28.3 de lymphocytes T cytotoxiques specifiques de 
MART 27-35 a ete obtenue a partir de cellules mononucleates du sang 
peripherique (PBMC) de donneur sain HLA-A2*. Le protocole deduction 
de ces cellules effectrices a partir de PBMC de donneur naif a ete decrit 
par Ostankovitch et al. (Int. J. Cancer, 1997, 72, 987-994). 

Mathode du test Elispot : 

Dans ce test les cellules cibles sont des PBMC autologues non 
stimulees (nai'fs). 

50 ul/puits d'anticorps murin anti-IFNy humain dilue dans du tampon 
PBS a une concentration de 4 ug/ml sont incubes dans des plaques de 96 
puits a fond de nitrocellulose pendant la nuit a 4°C en chambre humide. 

Les PBMC sont decongelees, maintenues au repos durant 2 heures 
dans du milieu RPMI contenant 10% de serum humain AB (SAB) a 37°C 
dans une atmosphere, contenant 5% de CO z . Elles sont ensuite incubees 
durant une nuit avec les peptides a tester a differentes concentrations (10. 
5 et 1 ug/ml). 

Les puits sont laves avec du PBS puis satures avec du milieu RPMI 
contenant 10% de SAB, pendant 2 heures a 37°C. 
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Les cellules effectrices sont ensuite distributes dans les plaques de 
96 puits prealablement incubees avec I'anti-IFNv a raison de 20.000 
cellules par puits dans 200ul final et en presence des PBMC autologues 
stimulees avec un rapport effecteur: cible (E : T) de 1:1 . La 

5 phytohemagglutinine (PHA) a la concentration de 4 ug/ml et le phorbol 12- 
meristate 13-acetate (PMA)-ionomycine (150 et 500 ng/ml respectivement) 
sont utilisees a titre de temoins positifs. 

Apres 20 heures d'incubation a 37°C dans une atmosphere 
contenant 5% de C0 2 , les puits sont laves 5 fois avec du PBS puis 1 fois 

10 avec de I'eau distillee, puis sont incubes toute la nuit a 4°C avec 
100ul/puits d'anticorps de lapin anti-IFNy humain dilue au 1/250eme dans 
du RPMI contenant 10% de SAB. Les puits sont ensuite laves 5 fois avec 
du PBS contenant 0,05% de Tween 20, puis incubes pendant 2 heures a 
37°C avec 100ul d'anticorps de chevre anti-immunoglobuline de lapin 

15 biotinyles dilues au 1/500eme dans du PBS contenant 0,05% de Tween 20 
et 1% de BSA (serum albumine bovine). 

Les puits sont a nouveau laves cinq fois avec du PBS-Tween puis 
incubes pendant 1 heure a 37°C avec 100ul d'ExtrAvidine-Phosphatase 
Alcaline diluee au 1/600eme dans du PBS-Tween-BSA 1%. 

20 Apres quatre lavages en PBS-Tween, les puits sont incubes avec 

100ul de substrat de revelation (Alkaline phosphatase conjugate substrate 
kit, Ref. 170-6432. Biorad). Les puits sont ensuite laves avec de I'eau 
distillee et seches avant la lecture des resultats au stereomicroscope. 

25 b) Resultats : 

La figure 1 illustre les resultats obtenus. 

Les deux lipopeptides de MART 27-35 stimulent de facon specifique 
la secretion d'IFNy par la lignee de CTLs anti-MART 27-35. lis sont done 
30 presentes par les PBMC et reconnus par les CTLs d'une facon comparable 
au peptide nominal MART 27-35. 



2776926 



2) Etude de la reconaissance des lipopeptides mono- et 
dipalmitovle MART 27-35 par deux clones de lymphocytes infiltrants 
de melanomes humains specifia ues de MART 27-35. par un test de 
cytotoxicite par relarguage de ^Cr 

5 

a) Materiel et methode: 

LT 8 et LT 12 sont deux clones HLA-A2* obtenus par la restimulation 
de lymphocytes infiltrants de melanome (TILs), qui reconnaissent 

10 specifiquement le peptide MART 27-35. 

Les cellules cibles utilisees dans ce test sont des cellules humaines 
HLA-A2* de type T2. Ces cellules sont depourvues de transporters de 
peptide et ne presentent done que les peptides exogenes sur leurs 
molecules de classe I libres. 

15 Dans ce test, les cellules cibles sont incubees durant une nuit avec 

le peptide a tester a raison de 4 ug/10 6 cellules, dans une atmosphere 
contenant 5% de C0 2 a 37°C. Elles sont ensuite incubees pendant une 
heure a 37°C avec 100 uCi de chromate de sodium ( 51 Cr). Les cellules 
cibles sont ensuite lavees deux fois dans du serum physiologique 

20 contenant 5% de serum foetal de veau (SVF), reprises dans du milieu 
RPMI 5% SVF et distributes dans des plaques de 96 puits a raison de 
3000 ou 5000 cellules par puits dans 100ul. 

Les cellules effectrices (LT8 et LT12) ont ensuite ete ajoutees dans 
100ul du meme milieu avec un rapport effecteur : cible de 10:1. 

25 Le relarguage de chrome obtenu pendant I'incubation de 4 heures a 

37 °C a ete mesure sur un compteur gamma. Le pourcentage de lyse est 
determine par la formule suivante (R = relarguage): 
% de lyse (R. experimental - R. spontane/R. total- R.spontane) x 100. 

30 b) Resultats : 

Les figures 2A et 2B illustrent les resultats obtenus. 
Les deux lipopeptides de MART 27-35, mono et dipalmitique, sont 
reconnus par des cellules effectrices humaines, provenant de melanomes 
35 et specifiques du peptide MART 27-35. Ces deux types de lipopeptides 
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sont reconnus de facon similaire, et a un niveau au moins comparable au 
peptide original (MART 27-35) compte-tenu que les cellules cibles ont ete 
exposees a la meme concentration finale de peptides alors que la masse 
molaire des lipopeptides est environ 5 fois plus elevee que celle du peptide 
5 MART 27-35. 

EXEMPLE 4 : Preparation d'un lioopeptide comprenant une 
liaison hvdrazone. 

10 L'hydrazinopeptide et le peptide aldehyde presentent les formules 

suivantes: 

hydrazinopeptide : K(NH 2 )ILKEPVHGV-OH / epitope MHCI-POL HIV-1 
peptide aldehyde : CHOCO-RTPPAYRPPNAPILK(Pam)-NH 2 /epitope 
15 MHCII-HBVc 

Le peptide aldehyde comprend I'epitope 128-140 de la proteine core 
du virus de I'hepatite B (HBVc) tel que decrit par MILICH et al. (1998, Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA, 85, 1610-1614). 

16 mg (12 umol) d'hydrazinopeptide et 15 mg (7 umol) de peptide 
20 aldehyde sont dissous dans 4 ml de tampon citrate/phosphate 0,01 M pH 
5,4 et 1 ml de DMSO. Le pH est ajuste a 5,4 avec Na 2 HPO« 0.2M. 

Apres 24h, le milieu est dilue avec 5 ml d'acide acetique et purifie 
sur une colonne C18 (15x500 mm). Eluant A : TFA 0,05% dans H 2 0, 
Eluant B : TFA 0,05% dans CH 3 CN/H 2 0 (80/20). Gradient 0^0%B en 10 
25 min. puis 40-100%B en 60min. Les fractions pures sont collectees et 
lyophilisees. 4,9 mg de produit pur est obtenu (rendement 22%). 

La formule du produit final est representee sur la figure 3. 
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TABLEAU 1 : Epitopes de BCR-ABl 

Peptide 
247-255 
488-496 
768-776 

901- 934 b2:i2 

902- 935 b2a2 
986-994 
1176-US4 
1252-1260 
1691-1699 

49- 57 

550- 5SS 
722-730 
786-794 
SS6-S93 
928-936 b3a2 
1830-1S3S 
1975-19S3 
1977-193-1 
252-260 

3 29-3 3 S 

693-701 

1058-1066 

1196-1205 

1560-1569 

1717-1725 

1S7S-1SS4 

36-44 

71-79 

575-583 

S34-842 

642-650 

684-692 

708-716 

714- 722 
S17-82S 

551- 8S9 
908-917 
912-920 
1240-I2JS 
1903-1911 
1932-19-10 

50- 58 
223-231 
549-S5S 
SS3-591 

715- 724 
916-923 
920-928 b3a2 
924-932 b3a2 
1 156-1165 
1311-1320 
1499-1509 
1724-1734 
1905-1914 
1922-1930 



Sequence 


Fixation au HLA 


EDAELNPRF 


B44 


SELDLEKCL 


B44. 


DELEAVPN'I 


B44 


KEDALQRPV 


B44 


EDALQRPVa 




GEKLRVLGY 




EDTMEVEEF 




MEYLEKKN'F 




NEEAADEVF 




VNQERF RjVIl 












ALKJKJSQI 




CVKLQTVH 




KALQRPVAS 




GAKTKATSL 




IQQMRNKFA 




QMRNKJAF 


B8 


NPRFLKJDNL 


B7 


TPDCSSNESL 


B7 


TPRXQSMTV 


B7 


SPGQRS1SL 


B7 


HPNLVQUGV 


B7 


SPKPSNGAGV 


B7 


KPLRRQVTV 


B7 


SPAPVPSTL 


B7 


ERCKASIRR 


B27 


DRQRWGFFR.R 


B27 


QRVGDLFQK 




FRVHSRNGK 








rl^SSINEEl 




QLLKJJSFMV 




FMVELVEGA 




KXSEQESLL 


A2 


MLTNSCVKi. 


A2 


GLYGFLNVIV 


A2 


FLNVTVHSA 


A2 


VLLYMATQI 


A2 


F1PLISTRV 


A2 


VVLDSTEAL 


A2 


NQERFRMIY 


Al 


VGDASRPPY 


Al 


KVPELYEIHX 


A3/A 1 1 


K1ASQLGVY 


A3/A11 


MVELVEGAR>v 


A3/A11 


rVHSATGFK 


A3/A1I 


ATGFKQSSK 


A3/A11 


KQSSKALQR 


A3/A11 


EVYEGVWKKY 


A3/A11 


SLAYNKJSIK 


A3/A11 


NLFSAL1KK 


A3/A11 


TVAPASGLPHX 


A3/A11 


USTRVSLRX 


A3/A11 


RJASGAITK 


A3/A11 
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TABLEAU 2 - Epitopes de la p53 



- epitopes de la p53 se liant au HLA-A1: 
RVEGNLARVEY (19S-205) 

5 GSDCTTIHY (226-234) 

- epitopes de la p53 se liant au HLA-A2: 
LLPENNVLSPL (25-35) 
RMPEAAPPV (65-73) 
RMPEAAPRV 

10 ALNKMFCQL (129-137) 

STPPPGTRV (149-157) 

GLAPPQHLIRV (187-197) 

LLGRNSFEV (264-272) 

PLDGEYFTL (322-330) 
15 - epitopes de la p53 se liant au HLA-A3: 

RVRAMAIYK (156-164) 

RRTEEENLR (282-290) 

ELPPGSTKR (298-306) 

- epitopes de la p53 se liant au HLA-B7: 
20 LPENNVLSPL (26-35) 

APRMPEAAPPV (63-73) 
APRMPEAAPRV 
APPQHLIRV (189-197) 
RPILTIITL (249-257) 
25 KPLDGETYFTL (321-330) 

- epitopes de la p53 se liant au HLA-B8 : 
CQLAKTCPV (135-143) 
GLAPPQHLI (187-195) 
NTFRHSVVV (210-218) 

30 - epitopes de la p53 se liant au HLA-B51 : 

LLPENNVLSPL (25-35) 
RMPEAAPPV (65-73) 
LIRVEGNLRV (194-203) 



TABLEAU 3 
E pitopes de s proteines E« et E 7 



YMLDLQPETT (E7 11-20) 
LLMGTLGIV (E7 82-90) 
TLGIVCPI (E7 86-93) 
TIHDIILECV (E6 29-38) 
KLPQLCTEL (E6 18-26) 
RPPKLPQL (E6 8-15) 
ISEYRHYCY (E6 80-88) 
QAEPDRAHY (E7 44-52) 
EPDRAHYNIV (E7 46-55) 
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TABLEAU * i Epitopes du vicJa VIH-1 



Ctef 96-10S: GLEGLIHSQRR 
CNef 121-128: FPDWQNYT 
(Nef 137-145: LTFGWCYXL 
(Nef 184-191: RFDSRLAF 
(Nef 195-202: ARELHPEY : 



Gpl20 121-129: KLTPLCVTL 
P17 77-S5: SLYNTVATL 
RT 200-208: ALVEICTEM 
RT 275-2S5: VLDVCDAYFSV 
RT 346-354: KIYQYMDDL ■ 
RT 363-376: K1EELRQHL 
RT376-3S7: ILRWGLTTPDK 
RT476-4S4: ILKEPVHGV • 
RT5SS-S96: PLVXLWYQL 
RT 683-692: ELVNQDEQL ■ 
N'ef 136-145: PLTFCWCFKL 
N'ef 1S0-1S9: VLQWRFDSRL 
N'ef 1S0-19S: ALHHVAREL 
Gp41 818-826: '3LLNA7VDI 
P24 1SS-193: DLNTMLNTV 
RT 346-354: V1YQYMDDL 
RT 5S8-596: PLVXLWYQL 
Pro 143-152: VLVGPTPVNI 
(Gpl20 37-44: 7VYYGVPV 
(Gpl20 115-122: 5LXPCVKL 
(Gpl20 313-321: HIQRGPGRA 
(Gpl20 197-205: TLT5CNT5V 
(Gpl20 428-435: F1NMWQEV 
(Gp41 836-844: VVQGAYRAI 
(p24 219-22S: HAGPIAPGQM 
(pl5 422-431: QMKDCTERQA 
(pl5 443-456: FLQSRPETA 
(RT 681-691: ESELVNQJ1EG 



P17 18-26: K1RLRPCCK 
PV7 20-2S: RLRPCCKKK 
RT 200-210: ALVEICTEM EK 
RT 325-333: AIFQ5S.MTX 
RT3S3-36S: DLEICQHRTK. 
.N'er 73-82: QVTLRP.MT\"K 
Gpl20 37-46: TVYYGVPVWX 
Gp41 775-755: RLRDLLL1VTR 
P17 13-26: XIRLRPCGX 

RT 325-333: AJFQSSMTK 
RT 507-517: QIYQEPFKNIK 
.Vef 73-82: QVTLRPMTYK 
Nef 84-92: AVDLSHFLK 
pZ4 349-359: ACQVGGPCHK' 
P17 83-91: ATLYCVHQR - 
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HLA-A24 (AM 

Gpl20 52-61: LFCASDAKAY 
Gp4l 591-598: YLKDQQLL • 
ou S90-597: RYLKDQQLL 
(RT 434-492: VYYDPSKDL 
(RT 508-516: 1YQEPFKNL 
(RT 681-691: ESELVNQ11EG 

HLA-A2S (A10) 

P24 203-212: ETINEEAAEW 
H LA- A 26 (A10) 

P24 167-175: EVIPMFSAL . 

HLA^A30(A19). 

(Gp41 845-852: RA1RHIPRR 

HLA-A31 (A19) 

Gp41 775-785: RLRDLLLIVTR 

HLA-A32 (A19) 

Gpl20 424-432: RIKQ11NMW 
Gp41 774-7S5: HRLRDLLLI ' 
RT 5S9-56S: PIQK ETWETW 

HLA-A33 (A 19) 

(P24 266-275: ULGLNK1VR 



RT 699-707: YLAWVPAHK 
N'ef 6S-77: FPVTQVFLR • 
.Vef 123-137: TPGPGVRYFL 
Gpl20 303-312: RPNNNTRXSI 
Gp41 848-S56: IPRRIRQGL 
RT 699-707: YLAWVPAHK 

HLA-BS 

Gpl20 2-10: RVKEKYQHL 
P17 24-32: GGKKKYKLK 
Nef 90-97: FLKEKGGL = 
P24 259-267: CEIYKRWTJ 
Gp41 591-593: YLKDQQLL 
(Cp41 849-S56: PRRIRQGL 
ou S51-859: R1RQGLER1L 
(P24 329-337: DCKTILK.AL 
(RT 185-193: GPKVKQWPL 
(N'ef 182-169: EWRFDSRL ' 

HLA-B14 

Cp41 5S9-597: ERYLKDQQL 
P24 293-306: DRFYKTLRA • 
(P24 183-191 ? : DLNTMLNTV 
(p24 304-313: LRAEQASVQEV 
0>24 305-313: RAEQASVQEV 

HLA-B18 

N'er 135-143: YPLTFGWCY 
Nef 13S-N3: YPLTFGWCF 
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Tableau 4 (suite) 

HLA-B27 



P24 263-272: KRWTJLGLNK 
Nef 73-82: QVPLRPMTYK 
Mef 134-141: RYPLTFGW 
ou 133-141: YPLTFGW 

Gp41 589-597: ERYLKDQQL 
(Gp41 791-S00:-GRRG\VEALKY 

HLA ' 33a - GP 120 78-86: DPNPQEWL ■ 
Gpl20 257-265: RPWSTQLL 
RT 285-294: VPLDKDFRKY ■ 
RT 323-331: SPAlFQSSM 1 
RT 342-350: NPDIVTYQY (consensus clade B) 
RT 460-463: TPLTEEAEL - ' 
RT 598-60S: EP1VGAETFY 
Nef 68-76: FPVRPQVPL ■ 
N'ef74-S1:VTLRPMTY- 
Gp41 611-619: TAVPWNASW 
Gpl20 42-52: VPVWKEATTTL 
P17 124-132: NSSQVSQNY (consensus clade B) 
P24 254-262: PPIPVGE1Y (consensus clade B) 

HLA S3 ' Nef 120-123: YFPDWQNYT 

(p24 175-134: LESGATPQDL 



gp-U 562-570: R.AJEAQQHL 
RT 20O-20S: ALVEICTEM ■ 
RT 209-217: EKEGKISKJ 
RT 295-302: TAFTIPSI 



HLA-B57 etB53 (B17) 

F24 240-2-19: TSLTQEQ1GW . 
Nef 116-125: HTQGYFPDWQ 
ou 116-124: HTQGYFPDW - .. 

Nef 120-123: YFPDWQN 
(P24 147-155: 1SPRTLNAW 
(P24 164-172: FSPEV1PMF 

HLA-Bw62 (B15) 

P17 20-29: RLRPGGKKKY 
P24 263-277: LCLNK1VRMY 
RT 427-433: LVGKLNWASQIY 
Nef 84-91: AVDLSHFL - 
Nef 117-127: TQGYFPDWQNY 
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Tebleau4(sulta) 



HLA CM g P 120 380-388: SFNCGGEFF 

RT 663-672: VTDSQYALCI; 
P24 305-313: RAEQASQEV 
Nef 82-91: KAALDLSHPL 

- LA " CW? - P 24 308-316: QATQEVKIW 
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TABLEAU S - Epitopes de Melanome hi 



Gene/proteine 


MHC restriction 


Peptide 


Position des 






acides 








amines 


Tyrosinase 


HLA-A2 


MLLAVLYCL 


1-9 




HLA-A2 


YMNGTMSQV 


369-377 






YMOGTMSQV 






HLA-A24 


AFLPWHRLF 


206-214 




HLA-B44 


SEIWRDIDF 


192-200 


Pmel17 9p100 


HLA-A2 


KTWGQYWQV 


154-162 




HLA-A2 


AMLGTHTMEV 


177-186 




HLA-A2 


MLGTHTMEV 


178-186 




HLA-A2 


ITDQVPFSV 


209-217 




HLA-A2 


YLEPGPVTA 


280-288 




HLA-A2 


LLDGTATLRL 


457-466 




HLA-A2 


VLYRYGSFSV 


476-485 




HLA-A2 


SLADTNSLAV 


570-579 




HLA-A3 


ALLAVGATK 


17-25 


Melan-A^ 7 " 1 


HLA-A2 


(E)AAGIGILTV 


26(7)-35 




HLA-A2 


ILTVILGVL 


32-40 


gp 75TRp - 1 


HLA-A31 


MSLQRQFLR 




TRP-2 


HLA-A31 


LLGPGRPYR 


197-205 



25 
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TABLEAU 6: Epitopes de tumeurs resultant de mutations 



Gene/proteine 


Tumeur 


MHC 
Restriction 


Peptide 


Position des 

acides 
amines 


MUM-1 


Melanome 


HLA-B44 


EEKLIWLF 


30-38 


CDK4 


Melanome 


HLA-A2 


ACDPHSGHFV 


23-32 


p-catenine 


Melanome 


HLA-A24 


SYLDSGIHF 


29-37 


CASP-8 


carcinome 
squameux de 
la tete et du 
cou 


HLA-B35 


FPSDSWCYF 


476-484 



2 6 
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TABLEAU 7 



Antiqenes communs a diverses tumeurs 



Gene 


tissu oil a 
lieu 

I'expression 
normale 


MHC 
restriction 


Peptide antigenique 


Position des 
acides amines 


MAGE-1 


testicules 


HLA-A1 


EADPTGHSY 


161-169 






HLA-Cw16 


SAYGEPRKL 


230-238 


MAGE-3 


testicules 


HLA-A1 


EVDPIGHLY 


168-176 






HLA-A2 


FLWGPRALV 


271-279 






HLA-B44 


MEVDPIGHLY 


167-176 


BAGE 


testicules 


HU\-Cw16 


AARAVFLAL 


2-10 


GAGE- 


testicules 


HLA-Cw6 


YRPRPRRY 


9-16 


1/2 










RAGE-1 


retine 


HLA-B7 


SPSSNRIRNT 


11-20 


GnTV 


aucun 


HLA-A2 


VLPDVFIRC 


38-64 
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REVENDICATIONS 

1. Lipopeptide comprenant au moins un epitope T auxiliaire, au 
moins un epitope CTL et au moins un residu lipidique, caracterise en ce 
que les epitopes et la partie lipidique d'une part, et les epitopes d'autre 

5 part, sont separes independamment par des sequences d'acides amines, 
appelees espaceurs, comprenant des enchatnements d'acides amines 
globalement charges en milieu neutre, assurant I'hydrophilie du lipopeptide. 

2. Lipopeptide selon la revendication 1 caracterise en ce que les 
espaceurs sont globalement hydrophiles et presentent entre 1 et 10 acides 

10 amines. 

3. Lipopeptide selon I'une des revendications 1 et 2, caracterise en 
ce qu'au moins I'un des espaceurs comprend entre 1 et 10, glycines et/ou 
arginines. 

4. Lipopeptide selon I'une des revendications 1 a 3, caracterise en 
15 ce qu'au moins I'un des espaceurs presente I'une des sequences 

suivantes: 

GLY ARG 

ou ARG GLY ARG. 

20 5. Lipopeptide selon I'une des revendications 1 a 4 caracterise en ce 

qu'au moins i'un des espaceurs comprend un ou plusieurs acides 
glutamique et/ou acides aspartique. 

6. Lipopeptide selon I'une des revendications 1 a 4, caracterise en 
ce que les espaceurs integrant une cysteine ou une chaine alkyle 

25 fonctionnalisee par un groupe thiol et des liaisons non-peptidiques, telles 
que des liaisons disulfure ou dithioether. 

7. Lipopeptide selon I'une quelconque des revendications 1 a 4, 
caracterise en ce que les espaceurs comprennent un groupe tel qu'un 
groupe thiazolidine, oxime ou hydrazone. 

30 8. Lipopeptide selon I'une des revendications 1 a 7, caracterise en 

ce qu'il comprend I'enchainement : 

- d'une partie lipidique. 

- d'un premier espaceur, 

. - d'un epitope T auxiliaire, 
35 - d'un second espaceur, et 
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28 

- d'un epitope CTL. 

9. Lipopeptide selon I'une des revendications 1 a 7, caracterise en 
ce qu'il comprend I'enchalnement : 

- d'une partie lipidique, 

- d'un premier espaceur. 

- d'un epitope T auxiliaire. 

- d'un second espaceur, 

- d'un premier epitope CTL, 

- d'un troisieme espaceur, et 

- d'un second epitope CTL. 

10. Lipopeptide selon I'une des revendications 1 a 9, caracterise en 
ce que la partie lipidique comprend une ou plusieurs chaines derivees 
d'acides gras ou d'alcools gras en C 10 a C 20 , eventuellement ramifiees ou 
insaturees, ou un derive de sterotde. 

11. Lipopeptide selon I'une des revendications 1 a 10, caracterise en 
ce que la partie lipidique comprend au moins deux chaines derivees 
d'acides gras ou d'alcools gras en C 10 & C 20 , Itees entre elles par un ou 
plusieurs acides amines. 

12. Lipopeptide selon I'une des revendications 1 a 11, caracterise en 
ce que la partie lipidique est constitute de deux chaTnes d'acide palmitique 
liees aux groupements NH 2 d'une lysine. 

13. Lipopeptide selon I'une des revendications 1 a 11, caracterise en 
ce que la partie lipidique comprend un residu d'acide palmitique, d'acide 
oleique, d'acide linoleique, d'acide linolenique, d'acide 2-amino 
hexadecanoTque, de pimelautide ou de trimexautide. 

14. Lipopeptide selon I'une des revendications 1 a 13, caracterise en 
ce que la partie non lipidique comprend entre 15 et 100 acides amines. 

15. Lipopeptide selon I'une des revendications 1 a 14, caracterise en 
ce que I'epitope T auxiliaire est un epitope multivalent. 

16. Lipopeptide selon I'une des revendications 1 a 15, caracterise en 
ce que I'epitope T auxiliaire est le peptide 830-843 de la toxine tetanique 
presentant la sequence suivante: 
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17. Lipopeptide selon I'une des revendications 1 a 15, caracterise en 
ce que I'epitope T auxiliaire est ('epitope de I'hemagglutinine ou I'epitope 
PADRE. 

18. Lipopeptide selon I'une des revendications 1 a 17, caracterise en 
5 ce qu'il contient au moins un epitope CTL d'une proteine specifique du 

melanome, d'une proteine du VIH, du VHB, du papillomavirus, de la 
proteine p-53 ou d'une prot6ine du stade intra-hepatocytaire de 
Plasmodium Falciparum. 

19. Utilisation d'un lipopeptide selon I'une des revendications 1 a 18 
10 pour la fabrication d'un medicament ou d'un vaccin pour induction d'une 

reponse immunitaire specifique. 

20. Utilisation d'un lipopeptide selon I'une des revendications 1 a 18 
pour la fabrication d'un medicament pour I'induction d'une reponse 
immunitaire a I'encontre du VIH, du VHB, du papillomavirus, de la p-53 du 

15 melanome, ou de la malaria. 

21 . Composition pharmaceutique, caracterisee en ce quelle contient 
une dose pharmacologiquement efficace d'un ou plusieurs lipopeptides 
selon I'une des revendications 1 a 18 et des excipients 
pharmaceutiquement compatibles. 

20 22. Medicament ou vaccin, caracterise en ce qu'il contient un ou 

plusieurs lipopeptides selon I'une des revendications 1 a 18. 
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FIGURE 3 
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